Preparation of culture solutions containing liigh molecular weight hyaluronic 
acids 
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Abstractor DEI 9548954 

Preparation of culture solutions containing hyaluronic acids (or salts of these), using microorganisms of 
the genus Streptococcus, comprises the fermentation of Streptococcus equi ssp. zooepidemicus V 
2541 (DSM 10348; a hyaluronic acid former), in a fed-batch, semi-continuous or continuous culture, at 
a constant pH of 6.4-7.6 and a constant temperature of 30-40 deg C. with maintenance of the glucose 
supply. The hyaluronate dissolved in the culture solution has a molecular weight > 2.5\*10<6> Da. 
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@ Biotechnologische Hersteliung von Hyaiuronat enthaltenden Kulturlosungen 



I Die Erfindung betrifft ein Hevsteilungsverfahrsn fur Kultur- 
losungen, die Hyaiuronat mit besonders hoher Molmasse 
enthalten, durch Kultlvienjng einer Leistungsselektante der 
Art Streptococcus equj ssp. zooepidemicus V 2541. Die 
Kultivlerung wird als batch-, fcdbatch- Oder a(s kontinuierli- 
che Fermentation nach etnem angepa&ten Regime von 
pH-Wert-Verlauf und Glukosedosage durchgefuhrt. £$ wer- 
den hohe Raum-Ze'it-Ausbeuten err^cht 
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: Besdireibung 

Hyalutonsaure und ihre Saize, die Hyaluronate^^nd natu^ Biopolymere, die aus linearen 

Ketten sidh «>iedertK>leiider Einheiten von Glucuronsaure und N-Acetylglucosamin aufgebaut sind. Aufgrund 

5 der wasserhdtenden Bgenschaften sind sie fur die gelfdnnige Struktur des Biiidegewebes verahtwortlich. Die 
hyaluronatiialtigen Bindegewebsstnikturen schutzen die Gewebe vor dem Einc^gen von Substanzen und 
Bakterien und wirken fonnstabilisierend. Andererseits fubn die vermehrte Einlagening von Hyaluronat zu einer 
Auflockerung des Gewebes, wodurch physiologische Prozesse vorbereitet werdea Hyaluronat ist an wididgen 
biologischen Prozessen» wie ZellbewegUchkeit^ Zelldiff erenziennig und Metastasenbildung beteiligt Sdne Bio- 

10 kompatibiiitit, die hohe Viskoelastizitat der Losung, die enzymatische Abbaubarkeit und die Nichtinununogeni- 
tat machen das Hyaluronat zu einem medizinisch widxtigen Biomaterial, das beispielweise in der Augenheilkun** 
de und bei Gelenkerkrankungen sowie zur Freisetzung von Medikamenten eingesetzt wird. In kosmetischen 
Produkten wird Hyaluronat als korpervertraglicher wasserhaltender Zusatz venvendet }e groBer das Hyaluro- 
natinolekul hzw, seme Molmasse ist; desto geeigneter ist das Hyaluronat fur die genamiten Anwendungen: 

15 IMe vorliegende ErGndung betrifft ein biotechnologisdies Verfafaren zur fermentativen Gewinnung von 
hochmolekularer Hyaluronsaure bzw. ihrer Saize, insbesondere des Natriumsahes (im f olgenden Text einheit- 
lich als Hyakironate bezeichnet)* Das erfindungsgemaS hergestellte Hyaluronat ist als wasserbindende Substanz 
beispielsweise in der kosmetischen Industrie oder als Ausgangsprodukt fur ein in der Medizin annrendbares 
Hyaluronat oder als Reaktant bei der HersteUung pharmakologisch aktiver Substanzen ^etzbar. 

20 Hyaluronat wurde bis Mitte der achtziger Jahre durdi Extraktion aus tierisdieii Geweben gewonnen. Dann 
wurden biotedmologische HersteUongsverfoliren dngefOhrt, mit daoen Naditelle der Insfaerigen Gewimmng 
umgangen werden konnea 

Bei der biotechnologischen Herstellung werden Hyaluronat bOdende Mikroorganismen der Grattung Strepto- 
coccus, insbesondere der Lancefieldgnippe C verwendet So werden uberwiegend die Arten Streptococccs equi 

25 (WO 9208799 v. 29. Mai 1992, US 5071751 v. 10. Dezember 1991, JP 01225491 v. 8. September 1989, JP 63141594 
v. 14. Juni 1988, JP63123392 v. 27. Mai 1988; EP266578 v. 11. Mai 1988, ]P 63028398 v. 6. Februar 1988, 
JP 62289198 v. 16. Dezember 1987, JP 62215397 v. 22. September 1987, EP 144019 v. 12. Joni 1986^ EP 143393 v.5. 
Juni 1986, ]P 61063294 v. 1. April 1986, DE 35 31 612 v. 27. Maiz 1986, JP 61015698 v. 23. Januar 1986) und 
Streptococcus equi, subspecies Streptococcus zooepidemicus (JP 06070782 v. 15. Marz 1994, CS 276099 v. 15. 

30 April 1992, JP 02245193 v. 28. September 1990, JP 02058502 v. 27. Februar 1990, US 4897349 v. 3a Januar 199a 
JP 01067196 V. 13. Marz 1989, JP 63094988 v. 25. April 1988, JP 63012293 v. 19. Januar 1988^ JP 62289197 v. 16. 
Dezember 1987, EP 244757 v. 11. November 1987, JP 62257901 v. 10. November 1987, JP62051999 v. 6. MSrz 
1987, JP 62032893 v. IZ Februar 1987, JP 61219394 v. 29. September 1986, WO 8604355 v. 31. Juli 1986, 
DE 35 17 629 v. 28. November 1985, JP 58056692 v. 4. April 1983) eingesetzt Daneben werden Streptococcus 

35 pyogenes (Lancefieldgnqipe A) (FR 2617849 V, 13. Januar 1989, WO 8403302 v. 30. August 1984), Pasteurella-Ar- 
ten (JP 02245193 v. 28. September 1990) und einige nicht naher bestinunte Streptococcus-Stamme (J? 06098787 
v.12. April 1994, JP 06038783 v. 15. Februar 1994, JP 05276972 v. 26. Oktober 1^3) angegeboL 

Die fur die Produktion verwendetra Stamme werden in der Regel aufgrund ihrar Fahigkdt» unter Emers-Kul- 
tiyienuigsbedmgungen sdUdmige (mufcrnde) Kolonien zu bikfen, vorausgevt^t and in der Mebrzahl der FSIle 

40 anschlieBend einer Mutagraeseunterworfen,umnochIdstungsfahigereProduzente 

BiMung von Toxinen und Pyrogens und die Eigensdiaft der p-Hamoiyse einzusdirSnken bzw. zu unterbinden. 
Eine entscheidende Voranssetzung for einen leistungsfiUigen Hysduionatbildner ist das Nichtvoriiandensein von 
extrazeOuIarer Hyaluronidaseakdvitit 
Die in der Patentliteratur aufgefOhrten mikrobiellen HersteOungsverfahren von HyalurcMisiure tew. Hyahiro* 

45 nat(HS)kdnnenanhandfolg«iderLdstuQgsparaineterbesclmeb 

— EhdkonzentrationanH^un>nat(gl'*^)^ 
^ ProzeBdauer(h), 

— phy5iok>gischeProduktivitat(gI~%'*^]t 
50 — Molmasse(D)desHyaIuronatsund 

— Konversionsgrad von Ghikose Yhs/ch (%) 

Yhs/<h (gelnldetesH^uronatIverbraudite(HulK>se) x 100% 

In der Patentliteratur wird beispielsweise bei batch-Fermentationen eine mazimale Endkonzentration an 
55 Hyaluronat von V ^ angegeben (EP 244757 v. 1 1. November 1987); das entspricht bei der ProzeBdauer von 
24 h einer durchsdmittlichen ProduMVitSt von 0,28 gl K Nadi dem gldchen Schutzredit ^rird bei kondnu- 
ierlicher Fermentatioh mit einer Verdfinnungsrate von 03 h*^ eine Hyduronatkonzentration von 3 gl"^ und 
erne Produktivttat von 0,9 gl"*^h^ erreicht Die Mohnasse des Hyaiuronats betragt dabet 2;i6 x 10^ D. ^e 
maximale Produktivitit fOr kontinuierikdie Kuhivieruag wicd nut 0^ ^^^h"^ angegeben (JP 01067196 v. 13. 
60 M3rzl989). 

Der Konvmionsgrad liegt bei etwa 4% bis 8% nut Ausnahme folgender Schutzreclite: In EP 244757 v. 11. 
November 1987 wird ein Konversionsgrad von etwa 15%, in JP 01067195 v. 13. Marz 1989 von 16% angegeben. 

Die Molmasse der in der Uteratur beschriebenen extrazellularen Hyaluronate liegt zwischen 0^ x 1^ D und 
2!,5 X 10^ D, In WO 8604355 v. 31. Juli 1986 wild on Molmassebereich von 2^2 x 10^ D bis 3,5 x 10^ D 
65 angegeben. 

Die Molmasse und auch die maximale Endkonzentration der batch Fermentationen ist in einigen Fallen nicht 
nur von der Art des eingesetzten Stammes abhangig, sondem wird auch durdi bestimmte Zusatze zom Grund- 
mecEum podtiv bednfluBt So fuhrt nach der Zusatz von Laurylsulfat zu dner Erhdhung der Molmasse von Ifi x 

2 



BNSDOCID: <DE 19548954A1 J_> 



; , 10? D auf 2fi x lOf D und derteSIweise Ersatz yoaHefee>rtrakt^^d nacK JP 02058502 v.27 

Februar 1990 zu einer Erhohung der Molmasse von 1^7 x 10® D auf 23 x 10^ D. Der Zusatz von phenoiischen 
bzw. hydroc^aromadsdiea Substanzen, beispielsweise von TanniOt bewirkt oacb EP 266578 v. 1 L Mai 1988 bzw. 
JP 01225491 V. September 1989 eine Eriidbimg der Endkbozentratbn von 2,4 gl*^ auf 63 gl~^ und efaoe 
Erhohung der Molmasse von 0,43 X 10^Danf23 x lO^D.DieZugabevonGlucosaunin undPyruvatwirdnach s 
JP 62257901 V. 10. November 1987, der Zusatz von bakteriolytischem Enzym imd von Blutsenim nach 
DE35 31 612v.27.Marz 1986 fOr das En-eichen einer Endkonzentration von 5,8 gl~WerantwortUc±igemacht 

Es ist bekannt» daS bd smnikontiniiierlicher bzw, kontinuierlicher Fermentatk>nsfiUmmg die Produktivitat der 
Verfahren gegenQber dner Fotge von bisitcfa-Permentationen durdi das WegfaHen der ftir die Prodoktbildimg 
uneffektiven Anwachs- mid Sattigungsphase der Einzelfermentationen sowie der Rustzeiten zwischen den lo 
Einzelfermentationen wesentlich erhdht wird. Ein MaB fur die Wirtschafdichkeit ist die Ratun-Zeit-Ausi^eute 
(gl'^h~^), die uber die Zeit des Gesamtprozesses einschlieBIich der Rustzeiten berecfanet wird; die physiotogi* 
sche Raum-Zeit-Ausbeute dagegen wird unter Bezug auf die re'me Fennentationszeit berechnet 

Es ist das Ziei der Erfindung, Hyaluronsaure mit besonders boher Molmasse — bevorzugt in Form ihrer Salze 
— entbaltende KulturflOssigkeiten biotecimologisch durch Submersfermentation mit hoher lind beliebig oft is 
reproduzierbarer stabiler Leistung in Bezug auf die Raum-Zeit-Ausbeute bzw. die Produktivitit effektiv in 
einem teclmischen MaBstab herzostelien. 

Der vorliegenden Erfindung Segt die Aufgabe zugrunde, hyahironathaltige Fennentationsldsungen mit beson- 
ders hoher Molmasse des Hjrahironats mittels di^ontiniiierlicher, semikontinuieriicher oder kontimiieilicher 
Fermentation bei reproduiderbarer hoher und ianganhaltender nroduktbildung herzusteDen. Diese Aufgabe 20 
wurde dadurch gelost, daB ein spezieUer mikrobieller Bildner gesucht und ein fOr diesen Bildner angepaBtes 
Fermentationsverfahren entwickelt wurde* 

Uater 299 vorausgewaUten Stammen wurde ein Stanun olialten, mit dem tmter den Bedingungen dner 
Fermentation in einem gerOhrten tmd schwach bdufteten Fermenter bei Konstamhahung der Azidkat zwischen 
pH S,4 und pH 7,6 und der Temperatur zwischen d&^C und 40^C eine hohe Raum-Zdt-Ansbeate erreicht wird. 25 
Es wurde festgesteOt, daB dieser Stamm keine Hyaluionat abbauende enaymatisdie Aktivitat aufwdst Br 
erzeugt bei einer adaquaten Fennentationsfuhrung (fed batdi) in der Kultuiidsung eine Hyaluronatkonzentra- 
tion(besdmmt als F^uronsaure) zwischen 7 gl'^^und 9 gl'^. Ke Mobnasse des Hyahironats liegt uber Z5 x 
lO^JDt insbesondere im Bereich von 2,5 x 10^ D bis 9jO x 10^ D (bestimmt mit HPLC). Der Konversionsgr^ 
YnsfGl der Umwandhiog von Glukose in Hyaluionat liegt bei dem verfahrensgemiBen Vorgeh^ bet 4% bis 30 
10%. 

Der gefundene Stamm wurde am 06. 12. 1995 unter der Hinteriegungsnummer 10348 in der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismra und Zelikulturen GmbH Braunschweig (DSM) hinterlegt 

Das erfindungsgem§B dorchgefOhrte Fermentationsverfahren ist insofem ungewohnlich, als in den bisher 
bekannten Herstdlungsprozessen fOr Hyaluronat die moglidist dfektive Umwandlung der Ghikose in das 35 
Hyahironat angestrebt wurde. Der Konversionsgrad Yhs/gi des gefundenen Stammes liegt im unteren Berddi 
derm der Patentliteratur aogegeb^ien Werte (Maximaiwert 15%). Der groBe Vorteii der bier vorgesddagenen 
Voigefaensweise, daB bei der Fermentation eme sehr groBe Raum-Zeit-Ausbeute sowie due besonders hohe 
Molmasse erreicfatwird,wiegt die Naditeile des migOmtlgeren 

Die erfindungsgemaBe Diux^hfOhrung der Fennentadon kann als fed-batdi*ProzeB erfolgen; die Erfindung 40 
erstreckt sich j^och auch auf die Durchf Qhnmg von zyldischen f ed-batch-Fermentaticmen und auf die Durch- 
fiihruQg von konttnuierlichen Fermentationen (ChemostatenprinzipX Durch die semikontinuierliche bzw. konti- 
nuieriiche Durchfuiuimg wsrden unproduktive Rustzeiten sowie die unproduktiven Phasen d^ Fermentaticm 
(start- und Sattigungsphase) mit dem Ergebnis einer hoheren Raum-Zeit-Ausbeute v«rkQrzt 

Fur die Gewihrleistung der Reproduzi^arkeit der genannten KenngrdBen bei der Durchfuhrung des 45 
erfindungsgemaBen Fermentationsyerfahrens, msbesondere der I^raluronat-Endkonzentration bzw. der Pro- 
dukdvitat ist es erford^Uch^ daB hn Fermenter zu keiner Zeit Glukosemangel aiuftritt ^e untere nicfat zu 
unterschreitendeGlukosekonzentration von 1 hatsidials zweckmaBigerwiesen. 

Weiterhin ist fur das Brrdj^en der genannten hohen Produktendkonzentration und der hohen pl^siologi- 
sdien Raum*Zdt-Ausbeute die Homogenitat deir Kuhuriosung bezuglich Additat Tempmtur und (RArstoff- so 
konzehtration wesentlich. Das erfordert eine ausreidiende Durchmischung auch bei der mit der Prbduktkonzen* 
tration steigenden Viskositat der Kukurldsung insbesondere zum Ende der FermentatiocL Ffir das Erreichen der 
angegebenen hohen Molmassen dfirf en dagegen keine zu grpBen Scfaerioafte dmth zu hohe ROhrerdrehzafalen 
auftreten. 

Es wurde gefimden, daB durch d» Bnsatz eines sdufEsscfairaubenfdrmigen RGiirm mit eber Drehzafal von S5 
200 min"'^ bis 300 min bei eino- Vistositat von bis zu 80 mPas (Schergeschwindigkeit S 20 s*^) am Ende einer 
batdi-Feirmentatibn die l^ischzeit (KenngroBe des Sj^eoas Fermenter — Ruhrer — Kulturmedhun far die 
Geschwindigkeit der Durchmischung) unter einen Wert von 10 s herabgesetzt und die Endkonzentration von 
Hyaiurpnat um etwa 1 gl" Vis 2 gl^Mbis auf einen Wert von 9 gl""^ gesteigert wird Dieser Befund deutet darauf 
hin, daB die physiologische Leistungsgrenze des Leistungsstammes hoch nicht erreicht ist» sondem die unmer 
geringer weidende Dmxdmiischung der Kiihur infblge der. hohen Viskositat zum. begrenzenden Faktor der 
Biosyntfaese wird Der Einisatz des scfaifEsschraiibenfdrmigen Ruhrers fOint bei den erfindungsgemaB selekder- 
ten Hyaluronatbildnem bei semikontinuierHcfaer und kontinuierlicher Fermentation ebenf alls zu einer Erhohung 
der physiologischen Raum-Zeit-Ausbeute. Als weiterer Vorteii ergibt sich, daB bei schil^dbraubenfdrmigen 
Ruhrera wesentlich geringere Scherkrafte auftreten« wodurch die Gefahr verringert wird, daB Hyalurpnatni^e- 65 
kiUe mit hoher Molmksse in Stucken mit nie^ 

Gefunden wiirde aiudi, daB dch die Produktbildung bei fed-batch- undi zjlcUsdien f ed-batch-Fernientatione^ 
fur mehrere Stunden mit kobstanter Rate fortsetz^ wenn die Aziditat der Kulturldsung um 0,5 bis 0^7 pifi-Bnhei- 
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ten auf Werte bis za pH 7,6 erhdht wird, nachdem die BQdimgsrate ihr Maximum durchlaitfen hat Diese 
• Eiiiobung kaxiin miieinie^ Schntt.ckler in^i^^ Tdlsdintten er^^^ 

dem Durddaufela ite^ Maxiniiuns ist an der Abnahme des Anstiegs d^ Zah^eitsverlaufes bzw; an der 
Abnahme der Laugendosierrate erkennbar. 
5 Bei der Durchfuhrung einer fed-batch-FennentatiQn unter Einhahong aDer vorgenannten Bedingmgen und 
unter Einsatz des schiffssduraubenformigen Ruhrers wird die oben genannte Hyatoronatendkonzentration von 
bis za 9 gl"/ nach einer Fmnentatbnszeit von 14 bis 20 St^ 

Belm zyldSschen f ed-batch*V^ahren wird vor dem Beginn der Satdgungsphase der Pix>duktbildnng ein Teil 
der Kuiturlosimg geemtet und durch neues steriles Nahnnedium ersetzt Es wurde gefunden^ daB sich bei der 

10 Emte von 50% bis 95% (w/w) des Fennenterinhalts nadi Erreichen einer Viskositat der Kulturlosung von 30 
mPas bis 70 mP^s; insbesondere jedoch von 45 mPas bis 6Q mPas (Schergeschwindigkeit ^ 20 s:"^) eine hohe 
phj^iologische Raum-Zdt-Ausbeute Ober einen GesamtprozeB mit 5 bis 9 ZyUen ergibt Der Beginn der &nte 
an jedem Zyklusende fcann dabei fiber einen 2<eitplan (Erfahrungswerte fSr Normalfennentationen) bder uber 
on-4ine-^Ia>atatsmessung bestimmt werden. Die Viskositatsmessung ist jedoch zu bevorzugen, da sie gleich- 

15 bleibende Hyaluronatkonzentration der geemteten Kdturldsung uber den GesamtprozeB gewahrleistet 

Beim kontinuierlicfaen FennentatipnsprozieB flieBt nach einer Anwachspfaase Kulturl5sung mit konstanter 
Rate ab und Nahridsung nut der gleichen Rate za Bne stabile ProzeBfuhrung und hohe Produktivitat wird bei 
dner Verdunntmgsrate von 0^ h'"'^ bis OA h^^ erreicht; die Hyaluronatkonzentration der gemiteten Kulturlo- 
sung betragt dabei 3 j^"^ bis 5 gl"'^ Der Start des Austsiusches und die Regelux^ der VeidSnnungsrate erfolgen 

20 fiber die on-fine-Visko^^tsmessuiQg. 

. .. Zur diennischea Inakdvterung (Abtotung der Streptokokken) whti cGe Kulturldsung umerfaalb von 10 bis^: 
2bMinuten auf 78'^C bis erhitzt und fur 20 bis 25 Minuten auf dieser Teinperatur gehalten. Nach dem 
AbkiihiCT auf Raumtemperatur wird die Aziditat der Kulturlosung zur StabiEsierung auf ein«) Wert zwisdien 
pH 33 und pH 4^ gestellt und anschUefiend do* diemischen Au^ 

25 

AusfBfarungdieisinele 
Ohne dadiirdi Ac Erfindung emzusdir9nken» sdl de b ih^ 
30 Beispidl 

Selekdon 
a. Staminvorselekdon 

35 

Als Quelle fur die Streptokokkenstamme der Lancefteldgmppe C dient erne Stammsanunlun& in der (£e 
Stamme m Magermilch lyophOisiert vorliegen. Die Gnippenzugehdrigkdt wird mit dem SEdex Strepto Kit 
(bio-M€rieux) getestet NGt dem Material aus der Stammsammlui^ wird eine Submersfadtur bdmpft deren 
Medium auf 1 liter aufgefBDt 30 g Todd-Hewitt-Broth pifco) mthalt Nach 8 Stimdoi Kidtivierung bd 37^C 
40 werden 04 ml dieser Kultur auf der Oberfladie dues Blutagars ausgespatelt Dieser enthalt auiF 1 Uter aufgefullt 
30,0 g Todd-Hewitt-Broth (Difcx>), q»74g Dinatriumhydrogenphosplurt Dihycbrat» 0^3 g Natriumdihydrogen- 
phosphat Dibydrai, 25 g Bactb Agar (Difobji Anhand des mukoiden Wacbstums werdra nlyaluronat Mdeade 
Stinuneerka^nt 

45 -^^ biOberprufimgder.Hy^ 

Die vorauisgewSUtehStimme Werden 
unter Standardbecfingungen auf Qu^ I^^eiVHyid^^ 
Die Nahridsung der Impfkultur enthalt im liter 20,0 g Hefeextrakt (Serva oder Difco), 10 g pankreatisches 
50 Pept6n» 175 g Natriumacetat, 7,00 g Natriumhydrbgencarbonat, 7fiO g Dinatriumhydroge]q>hosphal; 5 g Natri- 
umdhydrogeniAoqihat und 6 g Olukpse. 

Das im Fermenter eingesetzte Stacdardmedium enthalt pro lit^ 20,0g Hefeextnik^ 12 g Pepton* 0,03 g 
Magnesiumsulfat Heptahydrat, 50,0 g Glukose und 0^ g Kafiumhydrogenphosphat Der Ansatz ohne die CHuko- 
se mit einem Volumen von 90% des Endvolumens wird bd 121^C 45 Minuten autoklaviert Die Glukose wird in 
55 w3Briger Losung mit wiem Volumen von 10% des Endvohmens autoklaviert Nadi Vereinigiing der LSsungen 
wird die Azii£t3t imt Natronlauge auf pH 7|0 €91^^ 

Nach einer Kuhivierungszeit der Impfkultur von 12 Stunden wuxl def Laborf ermenter mit 5% sdnes Arbeits* 
volumens beimpft Die Fermentationstemperatur betragt 34^0 Zur RQhrung wuti ein 3-Ebenen-4-Blatt-Schd- 
benrfihrer emgesetzt Die Aziditat wird bei pH €^ bis pH 7;t durch Titration mit 30%iger Natronlauge konstant 
60 gehalten. Gleichzeidg mit der Nfatronlauge-Dosage wird mit der gldchen Rate eihe Glukoseldsui^.ziigefuhr^ 
die 750 g GljuJcose m 1000 ml Ldsung endi^ 
Die besteh ausgew9hltea Stamme Uldeh innertialb von 16 Stunden maximal 7 bis 8 gl*^ Ifyalironiait 

.aObd3H*iQfungderHyaluronidasebiI<^^ 

65 * . 

Die leistungsbesten ausgewahlten Stimme wtirden in einem Fermenter auf eihem pH-gepufferten Medium 
entsprechend l.b. kuldviert Das verwendete Medium enthielt bei sonst gleicheir Zusammensetzung als C-Sub- 
strat statt Glukose Hyaluronat Einer dieser Stamme zdgte unterdieseh BedinguQgen innerhalb von .10 Stiinden 
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: kein Wachstum, woiaus gesdilossen werden kan^ 

Dieser Stamm (Strq)toooccus equi ssp. zooepidemicus V 2541) wnrde als Pkoduktionsstaimn ausgewahlt 

Beispiel2 

5 

Vorkulturen 
a. Stammbaltimg; erste und zweite Vorkultor 

Der fur die Stammhaltung verwendete Mischsaure-Blutagar enthalt pro Liter folgende Substrate: 30 g Todd- lo 
Hewitt-Broth (Difoo), 0,74 g Dinatriumhydrogexiphosphat Dihydrat, (^13 g Natritunhydrog^phosphat Dihydrat, 
25 g Bacto Agar (Difoo) und 50,0 g Miichsaure. Zur HersteOung dieses Spezialagars werden die Substrate mit 
Ausnahroe des Bacto Agar in destilliertem Wasser geldst, dessen Volumen etwa einem Drittel des vorgesehenen 
Endvolumens entspricht; die Aziditat wird mit 30%iger Natronlauge auf pH 7,2 dngestellt, und mit destilfiertem 
Wasser wird auf das halbe Endvoiumen aufgefuUt Danadi wird die Losung uber eine G5-Fritte steril fiitriert 15 
Der Bacto Agar wird in destilliertem Wasser mit einem Volumen von 45% des fiidvolumens geldst und 
autoMaviat Beide Ansatze werden im Wasserbad auf SO^'C temperiert und dann unter Zugabe von 5% 
heparinisiertem Pferdeblut (800 E/lOO mQ — bezogen auf das Endvoiumen — gendsdit Die Mischung wird in 
Petrischalen zu einer Schichtdicke von etwa 3 mm gegossen. 

Der Nahrboden fur die erste und zweite Vorkultur enthalt pro Liter 20,0 g Hefeextrakt, 10^ g pankreatisches 20 
Pepton, 175 g Natriumazetat, 7;0 g Natriumhydrogencarbonat, 3^ g Natrium-Di-Hydrogenphosphat 7fi g Di- 
Natriumhydrog«q>ho9liat und 6j0 g Glukose. Die Glukose wird 20 Minuten bei VlVC aotoMaviert und dem 
restfichen Nihrboden zugesetz^ nadidem dieser 30 Minuten hA 12rC steriSsiert wuide end beide Anteile auf 
etwa40^CabgekiihItand 

Die erste Voikultar mit dnem Arbdtsvolumen von 50 ml wird von den Blutagar-Platten entsprechend dem 25 
BeispiellcbeimpfL 

In der zweiten Vorkultur mit dnem Arbdtsvolumen yon 500 mL die mit 50 ml der ersten Vorkultur beimpit 
wird, TOd das Inqdmateriai fur dfe Hauptknlturim Fermenter etz 

IXe Kuhivierung der Voiladturen erfolgt als Standkuhuren bei 34''C fiber 24 Stunden oder bd 37^C fiber 
12 Stunden. Innerfaalb dieses 2^itraumes wird die Glukose vollstindig verbraucht und eine Biomasse von etwa 30 
07 gl* ^ errdcht Die erzeugte Kuhur wird dann sofort zur Beimpfung eingesetzt» aber audi dne Lagerung des 
bnpftnataials bd 6® C uber mehrere Tage ist ohne Naditeile mdglich. Die Beimpfungsvolumina li^en bd alien 
Beimpf ungen zwischen 2% und 5% des Volumens der hachfolgenden Hauptkuitun Dem Fermentervolumen 
entsprediend wirdde erfordoiiche AnzaU von Voxfadturenhergestdlt 
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b.Dritte Vorkultur 

In einem wetteren AusfOhrungsbeispiel wird zur Beimpfung von Hauptkulturen mit eihem Arbeitsvolum^ < 
3001 eine Fermenterkultur als dritte Vorkultur dngesetzt, £e mit der zweiten Vorkultur beimpft wird Die 
Zusammensetzung des Nafarbodens, die Sterilisation und die Ferm^tationsbecfingungen ffir diese dritte Vorkul- 40 
tur entsprediCT den fOr die Hauptknltur in Bdspiel 3 angegebenen; es erfolgt jedoch keine Glukosezufatterung 
wdfarend der Fermentation. Die Biomassekonzentration des so erzeugten Impfmaterials liegt bd 3 gl"^^ bis 4 

Beispiel3 45 
fed-batdi-KuItivierung 

Das Hauptkulturmedium enthalt pro liter 20^ g Hefeextrakt, 12,0 g pankreatisches Pepton, 0^ g Kaliumhy- 
drogenphosphat, 0,(B g Magnesiumsulfat Heptahydra^ 1,0 ml Entschaumer auf Silikod>asis, 32,5 ^1 ernes Spu- 50 
rendementekonzentrates (1 M Losux^ von Co-» Fe-» Mn-, Zn-, Mg- und Cu-^alzen) und 50,0 g Glukose. Die 
Glukose wird separat 20 Mmuten bei 121 "^C autoklaviert mid dem restlichen Nihrboden zugegeben, nachdem 
dieser 30 Mmu^ bei 12PC stenlisiert wurde und bdde Aiiteile auf ca.40^C abgd^ 

Die Fermentation erfolgt in emem geruhrten und beluftet^ EdelstaUfermenter nut einem Ariiettsvohunen 
von 50 1 bis 1000 1, der mit MeB- imd Regeleinrichtungen ^ (fie Standardgr5Ben Temperatur und Azklitat 55 
ausgerOstet ist Wihrend der 14 bis 20 Stunden dauemden Fermentation wird (fie Temperatur auf 34''C und die 
Additit auf pH 7,0 geregdt Die pH-Regelung erfolgt imch einen S(^altregler, der bei Unterschreitung des 
pH-Sollwertes sowohl eine Laugenpxmipe als auch eine Glukosepumpe einsdialtet und nach Wiedereinstellung 
des pH-Sollwertes au$s(^tet Zur pH-Regelung wird 45<^oige Natronlauge und fur die Ghikosedosage eine 
Losung von 750 g Glukose auf 1 1 L55ung verwendet Das Verfagltnis der Fdrdervolumina Glukoselosung zu 60 
Natrodauge betrigt 1,5/1. Damit wird im Fermenter zu keinem Zdtpimkt eine Glukpsekonzentration von 1,0 
gl"* unterschritten. Durch die Ruhrung nut einer Drehzahl von 200 min""^ bis 300 min"^ und die Beluftung mit 
einer Rate von 3 bis 25 liter pro Stunde und Liter Fermenterinhalt wird die Kultur durcfamiscfat Gegen Ende der 
Fermentation steigt de VIskositat der Fermentationsldsung auf Werte von 80 mPas bis 90 mPas, gemessen mit 
einem Schwingungsviskosimeter mit einer Schergeschwindigkeit von ^ 20 s" ^ Es wird eine Hyalurona&onzen* 65 
tration von 7 gl^'^bis 8^'^ — beim Einsatz eines schiffsstAraubenfdrmigen ROhrers (Bdspiel 6) bis 9 gl*^^ — 
erreicht; das entspricht dner physioiogischen Produktivitit von 0^5 gi'^^h'^ bis 03 gl'^^h*'\ Die Molmasse des 
gd>Udeten Hyaluronats ist grSBer als 23 x 10^ D; ste wurde mittels HPLC bestimmt 
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Beispiel4 

Zyklisdiefed*batcli-Fermenm^^ ^ _ 

5 Did Nahrmedhnnz n sa m meiisetzung tmd die Bedingungen fur die Sterilisation, Beimjpfuing tmd Fermentation 
fur den ^klischen fed- batch-ProzeB entspredien den fur die fed-batch-Fennentation irn Bei^iel 3 b^6hriebe- 
nen. Das Medium fur die Folge2ykIen hat die gleiche Zusammensetzung wie das Medium fur den Startzyklus lind 
wird in sterilisierter Form bereitgestellt Die sterilisierte Gludcoseldsung wird separat zugegeben. 
Als Kriterium fur das Ende eines Zykius wird in einem Ausfuhrungsbeispiel eine feste Zykiusdauer vorgege- 
10 ben. Sie betragt fur den Startzykhis 10 bis 12 Stunden und fur die Folge^en 7 bis 8 Stunden. In einer anderen 
Ausfuhrung wird das Erreichen eiher vorgegebenen Viskosttat von 50 mPas bis 60 mPas im Fmaenter verwen- 
det; die Viskositat wird dazu on line kontiniiierfich mit einem Schwingungsviskosimeter mtt einer Scherge- 
schwindigkeit von ^ ^/s gemessen. Das Erreichen des AbbnicMriteriu^ durdi eine Ablaufsteuerung 
erkannt, die dann die Emte von 70% bis 75% der Kuituridsimg ^d'dsdk das AuffuDen des Fermenters mit 
15 demfris(^enNahnnedumiundderGIukosel55ungausl5$ttmdkontrolfi ^ < ' ^ 

Ba Qfpschen Fermentationen mtt 7 Zyklea wird bei einer Hyaluronatkonzentration iin jg^erfiteten Kulturme- 
dium zwisdien 3^ gl"* und 4^ gi"^ eine physiologisdie Pioduktivitat von 0^5 gl-^h-^ bis O^tfgi'^^'^^ iiber 
50 Stunden erreicfat 

20 BeiS|Hel5 

In einer wei^ehend analog Beispiel 4 durdigefuiuten kontinioierUchen Fermentation wird die Kulturlosung 
25 bn Fermenter mit einer spezffisdien Verdunnungsrate von D = 0,35 h~^ kontinuierlidi durch frisches NShrme- 
dium ersetzt Der ZufhiB des NShrmediums wird 6 Stunden nach Beimpfen des Fenaubters gestartet 

In eiher anderen AusfOhrung wird der ZufluB des frandira Nafarmecfiums bzw. d^ AbfluB der Kulturlasung 
gestartet; wenn die on line gemessene Vistosi^ der Kulturlosung einen Wert von 20 mPas erreicht hat Die 
VerdQnnungsrate wird dann so geregdt daB dieser Viskositatswert konstant bleibt (Turbidostatprinzip). 
30 StmundRegdungvonZu- und AbfhiBerfolgenmbeklen Fallen durdieinPr^ 

Bei einer 42^stundigen kontinuierlichen Fermentation wird eine durdhsdmittliche j^ysiologische Raum-Zdt- 
AusbeutevonO^^"^ erreiclit 

Beis|He16 

.35 • 

Verwendung eines speziellen Ruhrers 

Bei Fermentationen nach Beispiel 3, 4 und 5 wird em spezieDer sdiifeschraubenfdrmiger Rubra* eiogesetz^ 
der im unteren Drittel des Fermenters angeordnet ist und (£e Kulturlosung nach unten fordert MSt diesem 

40 Ruhrer wirdim Vergleich nutdumherkommlidien2-Eb»en*4-BIatt-RQhrer bd einer Drehzahl von300nun~^ 
und dner ?i^o^t des Kadturmecfitons von 80 mPas die l^nsdiwingzeit nach einer sprungfdrmigen Anderung 
dues FermenUtionsparameters, z. B. der Temperatur, in ein Band nut der Brette von ± 5% um dm stadonaren 
Endwert auf die Halite verringert FOr den schiSsschraubenfonnigen Rilhrer laBt sich die hfisdizeit angd>en; sie 
betragt 10 s. Bei dner batdi-Fermentatbn wird nach. 16 Stmiden dne Hyaluronatkonzentralion von Sji ^""^ 

45 erreicht 



Bdqnd7 ••^■-•i-^ 
Erfadhung dOT Azidttat nach Errdchen do* maximden Produkd} 

50 • ^ ■ • ^ ^ ^ ■ 

• ' Bd Fermentationen nadi Bds{nd 3 und 4 wird nach Erreichen der maximalen Produktbilduttgsrate — 
g e messen.in einem Bdspid uber (fie andog verlaufende Laugiendosierrate oder in einem anderen Bdspiel Qber 
das Maximum des Anstiegs des Viskositatsverlaiifes — der SoDwert der pH-Regehmg um 0^ bis OJ pH-Hnhei- 
ten erhoht Dadurdi wird die ProduktbSdung Qber mehrere Stunden mit konstanter Rate fortgesetzt und eine 
55 ErhdhuAg der physiologisdien Produktivhat um OfiS g}*~^h~^ erreu:ht IMe Bo'edmung des Ansd^ und die 
Andenu^desSollwerteserfdgradnidie^ : 

• BdspidS • v^.vtiri. 

GO ThermisdielnaktivierungundpH-AbsenkungnadiFermentationsende 

Zur AbtStung der Streptokokken wird die KuhmiSsung nach Beendigmig der fed-batch-Fennentation ent- 
sprediend Be^iel 3 im Fermenter bzw. nadi der Emte am Z}Uusende bei einer zyldisdhen fed-batdi-Fennen- 
tation nadi Beispiel 4 im Emtege^ iimerhalb von 10 bis 20 Mmuten auf JS'^C bis 82''C erhitzt und fOr 20 bis 
es 25 Minuten auf dieser Temperatur gehdten. Bd kontinuierlicher Fermentation nach Beispid 5 erfolgt die 
thermische Inaktivierung nach dem gleichen Temperatur-Zdt-Regime, wenn das EmtegdiB durch die kontinii* 
ierCch entnonunene Kulturldsung gefullt ist Nadi der AbkOhlung auf Raumtemperatur wird <fie Kulturldsung 
mit venlilnnter Sdhwdelsaure auf dne Azidttit von pH 3,8. bis pH 4^ eingesteUt und ansdilieBeod. dem 
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„ : AiifarbeituogsprozeBzugefuhrt. - : . 

Beispield 

BesdxnmangderMohnasse 5 

Die Bestinimung der Molmasse des Hyaluronats erfolgte mit Hilfe der HPLC-Methode (Ger&t: Ftnna Kon- 
tron, RI-Detektor Abimed, Gilson; Saule: Pss Gd, HEMA BIO 2000, 7,5 x 300 mm; Flow: 1 rnl/min NaNQs 
^kradscb)). Die S^e wiurde mit PuUuIanea der Firma Polymer Standards Service, Mainz mit den Molmassen 
5,8 X HfiD^Ofi X 1(PD,23,7 x 10^0,48,0 x 103D,aiOO x 105D,0,186 x 106D,0380 x 106Dundl,66 x 10^ 10 
D geeicht wobei 1 mg/ml der Standards tn Wasser, bzw. in 100 mM NaNOa gelost imd 20 ml aof die Saule 
injiziert wurden. Da keine Standards mit Motmassenuber 2 x lO^Dverfugbarwaren^muStedieRegressionsge- 
rade fur die genannten Standards fiber den Eichbereich hinaus e)ctrap6Iiert werden. 

Bin von der Pinna Serva mit einer Molmasse von 2,0 x 10<^ D angdbotenes Hyaluronat wurde mit der hier 
genannten Methode gemessen; die ermittelte Molmasse stimmte mit dem von Serva angegebenen Wert iQ)erein. is 

Fur das ertindungsgemaS heigestellte Hyaluronat wm'de die in der folgendra Abbildung darg^tellte Molmas- 
senverteilung mit dem Maximum bei 8 x lO^Dgefandem 



Chromatogranime zur Molmassebeslimmung 




1. Vafabren zor Herstellung von Hyaluronsiure bzw. ihre Salze enthaltenden Kulturldsungen unter Ver- 
wendung von Miknx)rgani5men der Gattong Streptococcus, geke&nzexclmet dadorch, daB als Hyaluionat- 
bildner der Staomi Streptococcus equi ssp. zooepidemicus V 2541 (DSM 10348) eingesetzt und in einer 
f ed-batdi, einer semikontinuierlichen oder einer kontinuierlichen Kultur unter Konstanthaltung der Azidi- eo 
tat bei pH 6,4 bis pH 7,6 und der Temperatur bei 30^C bis 40^C unter AuErechterhaltung der Glukoseversor- 
gung fennentiert wird und daB das in der Kultuiidsung geldste Hyahironat Molmaiss^ grSBer als 2,5 x 10^ 
D aufweist 

Z Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB wahrend der Hyaluronatfennentation die Glukose* 
konzentration den Wert von 1 gl ^ nicht unterschreite t G5 
3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurcb, daB das Ruhrsystem des Fermenters bei einer Drehzahl 
von 200 min** ^ bis 300 min*^ ^ die Submersknitur wihrend der Fermentation bei einer Viskontat von bis zu 
80mFas(SchergescfawincUgkeit 2Qs'~^)mit einer Mischzeitkleinerals lOsdurchmischt 
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4* Verfahren nach Punkt 1, 2 und 3» gekeDDzeichnet dadurch, daB die fed-batch-Fennentation nacii: 14 bis 
20Stundeiibeendetist ""' " " ' ' ' 

5. Verfahren nadi Punkt 1^ und 3, gekennzeichhet dadurch, daiB wahrend der Fermentation nach Erreicben 
einer Visko^tat der Kolturldsung von 30 mPas bis 70 mPas, bevorzugt jedoch 45 mPas bis 60 mPas 
(Schergeschwindigkeit ^ 20 eine Menge von 50% bis 95% (w/w) der Kidturlosung entnommen und 
durch eine etwa gleiche Menge sterilen Nahnnediums ersetzt wurd und dieser FlrozeB als a^klische fed- 
batch-Fennentation mefarf ach wiederiiolt wird. 

6. Verfahren nach Punkt 1^ und 3, gekennzeichnet dadurch, daB die Fermentation als kontinuierliche Kultur 
unter Zufuhrung frisdien sterilen Mediums mit Verdunnungsraten zwiscben 0,2 h""^ und 0,4 h^^ erfolgt und 
eineHyaIuronatkonzenlrationimsteady5tatevon3gI*^ bisSgl'^erreichtvrird. 

7. Verfahren nach Punkt 1, 4 und 5, gekennzeidmet dadurch» daB der pH-SoDwert der Fermentation nadi 
Erreichen der nuudmaien Produktbildungsrate spnmghaft in einem Schrin oder in liiehreren Teilschritten 
um insgesamt 03 pH-Einhdten bis 0^ pH-Eloheitn erhoht winl» wobei der Hddistv^ert von pH 7^ nicht 
Gberschritten wird 

& Verfahren nach Punkt 1, gekennzdchnet dadord^ daiB die Kulturldsnng nadi Fennentationsende inner- 
halb vbn 10 bis 20Muiuten auf eine Temperatur von 78^C his 82 ""C erwannt wird» 20Minuten bis 
25 Minuten bd dieser Temperatur verbleibt und anschfidBend auf Raumtemperatur abgekOhlt wird 
9. Verfahren nach Punlct 1 und 8, gekennzeichnet dadurdv daB die Aziditlt der Kulturlosung nach dem 
Erhitzen und der Abkfiiilung auf Raumtemperatur auf emen Wert zwiscben pH 3|8 und pH 4J5 gestellt wird 
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